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@ SKaS. Pr ° dUkteS V ° n VerUnre lnl9U "9 en ' die re,ativ ™»* V ^ei,ungs- 

@) Die Erlindung schafft ein Verfahren zur Reinigung ei- 
nes Cyclosporins, zum Beispiel Cyclosporin A, oder 
etnes Macrohds zu einem hohen Reinigungsgrad in gros- 
sem Massstab. In einem anderen Aspekt schafft die Erfin- 
dung erne Menge Cyclosporin A mit einem Verunreini- 
gungsniveau von weniger als etwa 0,7%, zum Beispiel 
etwa 0,5%, und Zusammensetzungen davon. 
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Beschreibung 

Die voriiegende Erfindung betrtfft em Reinigungs- 
verfahren und insbesondere ein Verlahren zum Rei- 
nigen eines Produkts von Verunreinigungen, die re- 5 
lativ nahe Verteilungskoeffizienten miteinander auf- 
weisen. 

Extraktionsverfahren sind zum Trennen von Koh- 
ienwassei stun en in der peircchemischcn Industrie 
gut bekannt. Es ist bekannt, dass Verteilungskoef£ 10 
zienten von Kohlenwasserstoffen zwischen gegebe- 
nen Phasensystemen in sofchen Anwendungen sich 
eine von der anderen wesentlich unterscheidet 

Uberblicke uber Extraktionsverfahren sind zum 
Beispiel veroffentlicht in Kirk-Othmer Encyclopedia 15 
of Chemical Technology, 4. Ausgabe, Band 10, Sei- 
ten 125-180, veroffentlicht be» John Wiley & Sons 
1993, und in The Handbook of Solvent Extraction 
Herausgeber Lo. Baird & Hanson, veroffentlicht bei 
Kneger 1991. Der Inhalt dieser Publikationen wird 20 
hiermit durch Berugnahrne aufgenommcn. 

Gegenwartig wird die Reinigung von Produkten 
von biotechnologischen Verfahren in grossem 
Massslab im Allgemeinen durch Extraktions- oder 
Absorptionschromatografie durchgefuhrt. Solche 25 
Produkte umfassen Peptide, Makrol.de und Pro- 
teine, die im Allgemeinen als Gemische von Pro- 
dukten mit nah verwandten strukturellen und/oder 
physikalischen Eigenschaften hergestellt werden 
Fraktionierende Extraktionsvertahren, die in der pet- 30 
rochcmischen Industrie bekannt sind, wurden bishcr 
nicht in der biotechnologischen Industrie in grossem 
Massstab zum Remigen von aktiven Mitteln. zum 
Beispiel Peptiden, die miteinander nah verwandte 
physikalische Eigenschaften aufweisen, angewen- 35 
det. Die vorliegenden Erfinder betrachten es als ein 
Hauptproblem, dass die entsprechenden Vertei- 
lungskoeffizienten von biotechnologischen Produk- 
ten und Verunreinigungen zwischen gegebenen 
Phasen nahe beieinander liegen. Demgemass stellt A0 
die Eriindung in emem Aspekt ein Verfahren zum 
Remigen eines Produkts von einem Einsatzmaterial 
bereit, das eine oder mehrere Verunreinigungen 
enthalt, das nah verwandte physikalische Eigen- 
schaften mit dem Produkt aufweist, wobei das Ver- 4^ 
fahren umfasst: 

Zufuhren des Einsatzmaterials in eine Extrakti- 
onssaule unter Bedingungen, die zum Trennen von 
mehr oder weniger polaren Verunreinigungen von 
dem Einsatzmaterial angepasst sind, wobei eine 50 
eichtere Phase gegen eine schwerere Phase 
fliesst, wodurch eine Ausbringung in einer Phase 
gebildet wird, die weniger mehr oder weniger polare 
Verunreinigungen enthaltendes Produkt aufweist 
sodass die Ausbringung das Produkt in einer im 55 
Wesenthchen gereinigten Form enthalt. 

Das Einsatzmaterial fur das vorstehende Verfah- 
ren kann durch das Ausbringen aus einer chroma- 
tografischen Reinigung oder anderen Vorreinigungs- 
schntten, zum Beispiel Dekantation, bereitgestellt 60 
werden. Dieses Verfahren kann so durchgefuhrt 
werden, dass die Ausbringung als Einbringung fur 
eine nachfolgende chromatografische Reinigung 
zum Beispiel in einer seriellen Anordnung, dient 

In einem anderen Aspekt schafft die Erfindung 6 5 



em Verfahren zum Reinigen eines Produkts von ei- 
nem Einsatzmaterial, das eine oder mehrere Verun- 
reinigungen enthalt, die nah verwandte physikali- 
sche Eigenschaften mit dem Produkt aufweisen 
wobei das Verfahren umfasst: 

a) Zufuhren des Einsatzmaterials in eine erste Ex- 
traktionssaule unter Bedingungen, die zum Trennen 
von mehr oder weniger polaren Verunreinigungen 
von dem EinsatzmatRrial angepasst sind. wobei 
eine leichtere Phase gegen eine schwerere Phase 
fhesst, wodurch eine erste Ausbringung in einer 
Phase gebildet wird, die das Produkt aufweist, das 
weniger mehr oder weniger polare Verunreiniqun- 
gen enthalt, und 

b) Zufuhren der ersten Ausbringung in eine zweite 
Extraktionssaule unter Bedingungen, die fur das 
Trennen von weniger bzw. mehr polaren Verunreini- 
gungen von der ersten Ausbringung angepasst 
sind, wobei die leichtere Phase gegen die schwere- 
re Phase fliesst, wodurch in einer Phase eine zwei- 
te Ausbringung gebildet wud, sodass die zweite 
Ausbringung das Produkt in einer im WesentNchen 
gereinigten Form enthalt. 

Das Einsatzmaterial kann durch bekannte Verfah- 
ren. zum Beispiel durch Fermentation, hergestellt 
werden. Wenn das Produkt in einer Fermentations- 
bruhe hergestellt wird, dann kann die Bruhe filtriert 
und mit einem Losungsmittel gemischt werden 
durch das das Produkt in einem \inreinen Zustand 
prazipitiert werden kann. Typischerweise kann die 
Fermentationsbruhe mehreren Reinigungs- und Auf- 
arbeitungsschritten unterzogen werden, bevor sie 
als Einsatzmaterial in dem erfindungsgemassen 
Verfahren verwendet wird. Anfangliche Filtration(en) 
und Prazipitation(en) dienen dazu. urn zum Beispiel 
naturhche Farbstoffe und leicht brennbare Verunrei- 
nigungen von dem Produkt zu entfernen, und kann 
zur Erhohung der Phasentrennung in den Extrak- 
tionsschritten dienen. 

Der Ausdruck «Phase», wie er hier verwendet 
wird, wird dahingehend verstanden, ein System mit 
mindestens einer Komponente zu bedeuten. Die 
Phase kann ein einzelnes Losungsmittel oder ein 
Gemisch von zum Beispiel zwei, drei oder mehr 
Losungsmitteln umfassen. 

Der Ausdruck «nah verwandte physikalische Ei- 
genschaften», wie er hier verwendet wird, wird da- 
hingehend verstanden, dass das Produkt schwierig 
von der anderen oder den anderen Verunreinigun- 
gen getrennt werden kann. Die nah verwandten 
physikalischen Eigenschaften konnen zum Beispiel 
umfassen die entsprechenden Verteilungskoeffizien- 
ten des Produkts und eine oder mehrere Verunrei- 
nigungen zwischen zwei Phasen. Fur ein Cyclopep- 
tid, zum Beispiel ein Cyclosporin, und insbesondere 
Cyclosporin A, kann das Verhaltnis der Verteilungs- 
koeffizienten, d.h. der Verteilungskoeffizient von 
Cyclosporin AAferteilungskoeffizient der Verunreini- 
gung. zwischen etwa 3 und etwa 0,4 betragen, zum 
Beispiel zwischen 1,5 und etwa 0.8. Diese Verhalt- 
nisse sind als Selektivitaten bekannt. 

Der hier verwendete Ausdruck «in grossem 
Massstab», wie er fur Reinigungsanlagen verwen- 
det wird, wird dahingehend verstanden, eine Anlage 
mit einer Ausbringung von etwa einer oder mehre- 
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ren Tonnen gereinigten Materials pro Jahr, zum 
Beispiel 10 Tonnen pro Jahr, oder mehr, zum Bei- 
spiel etwa 20 bis etwa 40 Tonnen, zu bedeuten. 

Der Ausdruck «Verunreinigung» wie er hier ver- 
wendet wird, wird dahingehend verstanden, eine 5 
unerwunschte Komponente zu bedeuten. 

Das erfindungsgemasse Verfahren kann fur eine 
grosse Vielzahl von Produkten, zum Beispiel Pepti- 
des wie Cyclosporine, zum Beispiel Cyclosporin A 
und Derivate davon, Cyclosporin D und Derivate 10 
davon oder Cyclosporin G und Derivate davon an- 
gewendet werden. Ein Beispiel eines Cyclosporin- 
D-Derivats ist zum Beispiel ([3'-Desoxy-3'-oxo- 
MeBmtHVaip-Ciclosporin), wie es in der EP 
296 122 offenbart ist; oder Makrolide, zum Beispiel 15 
Rapamycine und Derivate davon und Ascomycine 
und Derivate davon, die zum Beispiel durch Fer- 
mentation hergestellt werden. Beispiele von Makroli- 
den, die unter Verwendung des erfindungsgemas- 
sen Verfahrens gereinigt werden konnen, umfassen 20 
Rapamycin; 40-O(2-Hydroxy)ethyl-Rapamycin, wie 
es in der PCT/EP93/02604 beschrieben ist; Asco- 
mycm; 33-Epichlor-33-desoxyascomycin, wie es in 
der EP 427 680 in Beispiel 66a beschrieben ist; 
5,6-Dehydro-ascomycin, wie es in der EP 626 385 25 
offenbart ist; oder ein Ascomycinderivat, das als 
FK506 bekannt ist. 

Ein Verfahren zum Herstellen von Cyclosporin A 
ist zum Beispiel in Beispiel 1 der britischen Patent- 
beschreibung 1 491 509 beschrieben. Verfahren 30 
zum Herstellen von FK506 sind in EP 184 162 be- 
schrieben. 

Eine Vielzahl von Saulen sind bekannt und kom- 
merziell erhaltlich. In einer Ausfuhrungsform der Er- 
findung wird eine einzelne Saule verwendet, die 35 
eine Gegenstromsaule ist, die zum mechanischen 
Schutteln und/oder Ruhren des Einsatzmaterials/ 
Phasensystems angepasst ist. In einer anderen 
Ausfuhrungsform der Erfindung werden zwei oder 
mehr Saulen verwendet, wobei mindestens eine da- 40 
von eine Gegenstromsaule ist, die zum mechani- 
schen Schutteln und/oder Ruhren des Einsatzmate- 
rials/Phasensystems angepasst ist. 

Vorzugsweise umfasst die Saule(en) mechani- 
sches Schutteln, zum Beispiel Rotationsschutteln 45 
oder eine Kolonne mit schwingenden Boden. Eine 
fur das mechanische Schutteln angepasste Extrakti- 
onssaule ist kommerziell von Kuehni Company 
Schweiz, erhaltlich. 

In einem anderen Aspekt stelit die Erfindung eine 50 
gegenstromige flussig-flussig Extraktionssaule be- 
reit, die zum Rotationsschutteln angepasst ist, und 
die eine ausreichende Anzahl von Boden oder 
Kompartimenten aufweist, urn bei der Verwendung 
die Trennung eines Pharmazeutikums von Verunrei- 55 
nigungen zu bewirken. 

In einem weiteren Aspekt schafft die Erfindung 
eine gegenstromige flussig-flussig Extraktionssaule, 
die zum Rotationsschutteln zum Trennen eines 
Pharmazeutikums von Verunreinigungen angepasst 60 

Die Saule(en) konnen fur die Temperatureinstel- 
lung der Phasen angepasst sein. Eine Ummante- 
lung kann bereitgestellt werden, urn zum Beispiel 
eine erwunschte Temperatur in der Saule aufrecht- 65 



zuerhalten. Wenn zum Beispiel ein Cyclosporin ge- 
reinigt wird, kann die Temperatur in der Saule bei 
zwischen etwa 0 und etwa 100°C, vorzugsweise 
zwischen etwa 20 und etwa 80°C und bevorzugter 
zwischen etwa 30 und etwa 60°C, aufrechterhalten 
werden. 

Die Phasen, die fur die Extraktionsschritte des 
Verfahrens gewahlt werden, konnen vom Vertei- 
lungskoeffizienten zwischen den Phasen und der 
Loslichkeit des Produkts in jeder betrachteten Pha- 
se abhangen. Schnelle und effiziente Trennung der 
Phasen ist wunschenswert, und die Trennung kann 
im Wesentlichen vollstandig sein, z.B. innerhaJb 
etwa einer Minute, vorzugsweise 30 Sekunden und 
bevorzugter innerhalb etwa 20 Sekunden. 

Ein Zweiphasensystem wird im erfindungsgemas- 
sen Verfahren angewendet, wobei die Phasen mit- 
einander nicht mischbar oder im Wesentlichen nicht 
mischbar sind. Mindestens eine Phase kann eine 
wassrige Phase sein. Das Zweiphasensystem trennt 
sich, urn eine leichtere, zum Beispiel nicht wassri- 
ge, organische Phase, die mindestens eine L6- 
sungsmittelkomponente aufweist, und eine schwere- 
re, zum Beispiel wassrige Phase, die mindestens 
eine Losungsmittelkomponente und Wasser auf- 
weist. zu bilden. Das zu reinigende Produkt kann 
leichter in einer Phasenkomponente loslich sein, die 
daher als Extraktionskomponente dient. 

Vorzugsweise ist eine Phase eine wassrige Pha- 
se und eine Phase eine nicht wassrige Phase. Die 
wassrige Phase kann mindestens etwa 20 Prozent, 
zum Beispiel mehr als etwa 40 Gew.-% Wasser! 
enthalten, und kann bis zu 100 Gew.-% Wasser 
aufweisen. Die wassrige Phase kann die schwerere 
Phase sein. Das im erfindungsgemassen Verfahren 
verwendete Phasensystem kann als organische 
Phase mindestens einen Kohlenwasserstoff aufwei- 
sen, zum Beispiel ein C 5 - bis Ci 2 -Alkan, zum Bei- 
spiel n-Heptan, Cyclohexan oder Methylcyclohexan. 
Als wassrige Phase fassen die Anmelder zusatzlich 
zu Wasser, Ketone, zum Beispiel Aceton, Ester, 
zum Beispiel Amylacetat, n-Butylacetat oder Isopro- 
pylacetat oder Atkohole, zum Beispiel Methanol, 
Ethanol, Propanol, Isopropanol, n-ButanoI, s-Buta- 
nol, t-Butanol oder ein Pentanol ins Auge. Aceton 
ist das bevorzugte Extraktionslosungsmirtel fur Cyc- 
losporin A. 

Es wird erkannt werden, dass mindestens eine 
Komponente bei den Phasen gemeinsam ist. Die 
gemeinsame Komponente kann jedes der vorste- 
hend erwahnten Losungsmittel, zum Beispiel Was- 
ser, Kohlenwasserstoffe, Alkohole, Ketone oder Es- 
ter umfassen. 

Die vorliegenden Anmelder haben gefunden, 
dass ein n-Heptan/Aceton/Wassersystem wirksam 
fur die Reinigung von Acomycin und Derivaten da- 
von, Rapamycin und Derivaten davon und Cyclo- 
sporin A ist. In einer Ausfuhrungsform wird das fol- 
gende Phasensystem zum Reinigen von Cyclospo- 
rin A verwendet: die leichtere Phase umfasst ein 
Gemisch in Gewichtsprozent von etwa 75% n-Hep- 
tan und etwa 25% Aceton; die schwerere Phase 
umfasst ein Gemisch von etwa 50% Aceton und 
etwa 50% Wasser. Der Wassergehalt der leichte- 
ren, im Wesentlichen nicht wassrigen Phase, ist ty- 
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pischerwe.se wen.ger als 10 Gew,%, vorzuqsweise 
wen,ger als etwa 2 Gew,%, bezogen aS daTSe 
samtgewicht der wassrigen Phase 

JnJ'oV and6ren Aus, "hrung S form wird das fol- 
gende Phasensystem verwendet urn 40-O-f2 Hvrt 
roxy) e , hy ,- Ra p amycin 2U re)nj • £0 2 Hyd- 

TiofrurB^rr^oi 0 ^^em von 2. 

/b/o, zum Beispiel 74%, n-Heptan etwa 25% „ m 
Be.sp.ei 25.5%, Aceton una 'e.ne Sine Menoe 
Wasser. zum Beispiel 0.5% Wasser. umfassen 22 
schwerere Phase kann ein Gemisch von Weinen 
Mengen, zu „ B eispie. 0,4% n-Heptan und 2 a 
50%. zum Be.sp.el 52,8%, Aceton. und etwa 50% 
zum Be.sp.el 46.8%. Wasser aufweisen 

D.e vorhegenden Anmelder haben gefunden dass 
em n-Heptan/lsopropanol/Wassersystem zum Rein" 

.St. In einer Ausfuhrungsform wird das folgende Pha- 
sensystem verwendet, urn 33-Epi-chlor 33-desoxv- 
ascomyc.n zu re.nigen: die leichtere Phase umfasst 
em Gomisch .n Gewichtsprozent von etwa 90% n 
Heptan. zum Be.sp.el 89%, und etwa lS%tsopropa 

tasst em Gwnsch von etwa 32% Isopropanol zum 
Bersp.e. 3t%. und e.wa 68% Wasser'zum BeispS 

haltS ^ un ^ U ™<* wird hier als das Ver- 
PrSukt? in K l n TT° n ° n ^olumeneinheit) des 
/in n% ?, ,e, = h 'e'en Phase zur Konzentrat.on 

(.n g/Volumenc.nhe.t) des Produkts in der schwere 
ren wassrigen Phase be. 40 C definiert Mall- 
ton Verteilungskoeff.zienten werden fur Cyclospori- 
ne zwischen 75% n-Heptan/25% Aceton als eichte- 
re o rganische Pha&e uf)d 5Q% Aceton/ s locMe 

als schwerere wassnge Phase erhalte.v 
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Cyclosporin ' Verteilungskoeffizient " 
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Vom Vorstehenden wird deutlich werden dass 
rte'?^ Cyclospo 
Si Cvdosn 6 be A ,einander ,ie 9 en - Wen " «n Bei- 
aie von Cyclosporin A zu trennenden Verunreini- 

9U pfn V£T, eme ' Se andere Cyclosporin^ > 

E.n Vorteil d.eses Verfahrens ist, dass Cyclospo- 
rin A hergejell. werden kann. das'im WesemSen 
ire. von anderen Verunreinigungen, wie andere 
SESfW r H BeiSpie ' Cyclosporin^ B, Cydo 
dfe eweiS!' D ' hydr °-Cyclosporin A ist. Somit sind 
rvriit™ 9 ^ ■ Mengen von Verunreinigungen an 
Cyclospormdenvat. zum Beispiel Cyclosporin B 
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Cyclosponn C und Cyclosporin G. in Cyclosporin A 
das unter Verwendung des erfindungsgemisen 
h al ^ i ren ^ / he^9eS,ell, W,rd ' typischerweise unter 
we.sbarer Grenzen. Som.t wurde gefunden dass 

e wa oTrTrr Cyclosporin A wenige als 
etwa 0,7 Flachen-%, zum Beispiel etwa 0 5% oder 

BeiSPie ' 6,Wa °' 3% - belragen wobe 
nrLU verwenoei wurde. 

In einem anderen Aspekl stellt daher die Erfin- 
dung e.ne Menge, zum Be.spiel 1 kg oder rnehr 

40. 50 kg oder mehr Cyclosporin A mit einem Ver- 

• Be3 U olt ni Q T V ° n ^ °- ? Flachen "? ™ 
Be.sp.el 0.5 / 0 oder wen.ger, bereit, wobei HPLC ver- 

Menoe £ Tl Die Erfind "»9 stellt weiterh.n e.no 
Menge an Cyclosporin A bereit, das einen Fteinheits- 
grad von 99,5% oder grosser, zum Beispie? gg 7% 
oder grosser, aufweist. Die Verunreinigungen die in 
gere.nigtem Cyclosporin A der Ertindung 9 ge'funden 
wurden, bestehen aus anderen CyclospoTinen 

In o.nem anderen Aspckt dor Erfindung wird eine 
Aisammense.zung berei.gestellt, die Cyclosporin A 
als aktives Mittel in einer Menge in geremigter Form 
aufweist. wobei die Menge an vorliegenden Vel 
re nigungen unter 0,7 Rachen-%, zum Beispiel 0 5 
F,a n Chen - \ «f9«. wobei HPLC verwendet wSe 

Die Vene.lungskoeffizier.ten von 40-O-(2-Hvdro- 
xy)e.M-Rapamycin wurden gefunden zw.schen 07 
und 1,4 zu betragen. wenn n-Heptan/Aceton/Was- 

V pSf Sen ,r e T ndet Wurden ' Die Verha.tn.sse von 
Verte.lungskoefta.enton. zum Beispiel Selek.ivi.aten 

ea % k U 40 - O -< 2 - H y^oxy)e.hyl-Ra P amycin 

Bet.^: r a e i h 5 V ° n 6,Wa1 ' 4 * ^ 

Der Verteilungskoeffizient fur 33-Epi-chlor-33-des- 
oxyascomycin wurde gefunden. etwa 7.6 zu betra 

wT;« f °PK daS vors,ehend e n-Hep.an/lsopropanol/ 
Wasser-Phasensystem veavendet wurde. Die Se 

3?^Eri a rhrr^H comycinderiva, - Neben P roduk,e " ™ 

*J?1M zu 3 s 3 ; d n esox y ascom y^n wu«te gefunden, 
k- 0 ^.^ der wass "9en Phase, wer.r. sie vorlieat 

2Wischen e,wa 2 und ^ A 

scSi'ess!^"^" 9 !" d t? Ex,rak «cnsverfahrens. ein- 
kann !fnS A ^ ah ' der ,he °'etischen Stufen, 
und S b ^ erwe " du "9 Routineexperimen.en 
win, ^ Be,s J" el ' Com Putersimulationen ausge- 
net ' pf d6n - E ' n <Qr 6inen solchen Zweck geeig- 

der D Frf?nH naUen .- Bedin9Un9en f0r das Funktionieren 
zahl von p2 han9en ^^^ise von einer An- 
der SalSS 0 ^"' ei " schliessli ch der Dimensionen 
kei hS ^' F,us f'? kert sdynamiken. Geschwindig- 
ke,t des Ruhrers, Eff.zienz und Anzahl der Boden 
oder Kompartimente ab. 

bi^/ Partimen J e : die eine EHizien2 von etwa 10 
n?n faT°H Z ™ B rT el 12 bis 25% ' au,weisen - 
dI S ? S ^ U,e(en) der Erfi "dung geeignet sein. 
Die Sauleneftaenz, wie sie hier venvendet wird 

vTe rt v du a h d H en> ; ie Anzahi der ak,ue,ien Sirs 

beS d n rCh d,e Anzahl der theoretischen Stuten zu 
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Es wird durch den Fachmann auf diesem Gebiet 
erkannt, dass eine Extraktionssaule im Betrieb ei- 
nen Flutpunkt aufweist. Die jeweiligen Flutpunkle 
der Phaser, konnen daher ausgewahlt werden, um 
das System in der Oder jeder Saule unter dem Flut- 5 
punkt, zum Beispiel etwa 10 Oder 20% unter dem 
Flutpunkt, aufrecfrtzuerhalten. Auf diese Weise kann 
eine hohe Turbulenz und schneller Massentransfer 
zwischen den Phasen erhalten werden 

Die vorliegenden Anmelder haben gefunden 10 
dass fur erne gegebene Saule der Flutpunkt erreichi 
werden kann, wenn eine bestimmte Ruhrerqe- 
schwmdigkeit erreicht und/oder uberschritten wird 
ZLT k Nach, ° , 9 end en als die kritische Geschwin- 
digkeit bezeichnet wird. Riihrergeschwindigkeiten 15 
die in einer Saule im erfindungsgemassen Verfah-' 
ren angewendet werden, konnen zwischen etwa 15 
und etwa 20 rpm betragen. Typischerweise konnen 
die Ruhrergeschwindigkeiten im grossen Massstab 
zw.schen etwa 5 und etwa 60 rpm betragen. Die 20 
Anmelder haben gute Ergebnisse unter Verwen- 
dung einer Ruhrergeschwindigkeit von etwa 10 bis 
20 /o unter der kritischen Geschwindigkeit erhalten 

In einer Ausfuhrungsform der Erfindung kann das 
gle.che Losungsmittelsystem(e) in jeder Saule ver- 2 5 
wendet werden. und die jeweiligen Fliessgeschwin- 
digkeiten konnen variiert werden, sodass das qe- 
wunschte Produkt in beide Phasen extrahiert wer- 
den kann. Die jeweiligen Fliessgeschwindigkeiten 
konnen unter Verwendung von Routineexperimen- 30 
ten und Computersimulationen unter Verwendunq 
von be.spielsweise vorstehendem Computerprch 
gramm bestimmt werden. 

Das erfindungsgemasse Veriahren kann ein 
hochremes Produkt ergeben, insbesondere wenn es 35 
zum Beispiel mit Destillations-Prazipitations- und/ 
oder Knstall.sationsschritten verbunden wird. Nach 
einem Knstaflisationsschritt kann das Losungsmittel 
oder die Losungsmittel abdestilliert, gesammelt und 
ruckgefuhrl werden. Das Produkt kann in bekannter 40 
fester Form erhalten werden. 

Das erfindungsgemasse Verfahren kann zur Rei- 
mgung von zum Beispiel Cyclosporinen eingesetzt 
werden um einen Reinheitsgrad von grosser als 
98,5 Flachen-%, Z . B . 99,3% oder grosser, unter 45 
Verwendung von HPLC und verbesserte Ge- 
samtausbeuten, verglichen mit der chromatografi- 
schen Reinigung, erzielt werden. 

Die Reihenfolge der Extraktion, die in dem Zwei- 
stufenprozess der vorliegenden Erfindung verwen- 50 
det wird, kann umgedreht werden: die weniger pola- 
pL V « runre ! ni 9 un 9en konnen von dem unreinen 
Produkt ,n der ersten Saule entfernt werden, und 
die polareren Verunreinigungen konnen in der zwei- 

plf t ent,emt werden " Wenn das z » reinigende 55 
Produkt von einer einzelnen Verunreinigung oder 
nur von weniger polaren Komponenten oder nur 
von polareren getrennt werden soil, kann das Ver- 
fahren so angepasst werden. dass es einen einzel- 

Zn l^ a « , nS f hritt ' 2Um Beis P iel nur vorstehen- 60 
den Schntt a) oder nur Schritt b). umfasst 

Das Folgende ist nur eine exemplarische Be- 
schreibung des erfindungsgemassen Reinigungspro- 
hfcS d ! e „ durc * die beglertenden Zeichnungen il- 
lustnert wird. wobei das Verfahren in einer Pilotan- 65 



lage m.t einer Ausbringkapazitat von etwa 1 kq/Taq 
gereinigten Produkts und in kommerziellem Mass- 
S L 3 T« , e '^ er Aus °™gkapazita» von mindestens 
etwa 10 kg/Tag gereinigten Produkts durchgefuhrt 

Fig. 1 bis 4 zeigen ein Chromatogramm von Cyc- 
losporin A und Verunreinigungen bei Schritten des 
Reinigungsverfahrens. 

Fig. 5 ist eine schematische Darstellunq der Pha- 
senflusse. 

Cyclosporin A wird in einer Fermentationsbriihe 
hergestellt, die aufgearbeitet und filtriert wird Fig 1 
zeigl em Chromatogramm des gefilterten Produkts 
das Cyclosporin A enthalt; Cyclosporin A wird durch 
den Peak bei 24,418 reprasentiert. 

Ma ssstab einer Pilntani^ o 

Das filtrierte Produkt wird mit Aceton gemischt 
und Cyclosporin A wird durch das Aceton kristalli- 
siert, wodurch ein Einsatzmaterial F1 gebildet wird 
Das Einsatzmaterial F1 wird in eine Extraktionssau- 
le (1. Pilotmassstab) auf halbem Weg auf warts der 
Saule bei einer zentralen Zone f1 zugefuhrt Saule 
1 ist mit einem mechanischen Schuttler ausgestat- 
tet. Eine leichtere (organische) Phase LP, die aus 
25 Gew.-% Aceton und 75 Gew.-% n-Heptan be- 
steht wird in die Saule 1 bei einer niedrigeren 
Zone b1 zugefuhrt. Eine schwerere (wassrige) Pha- 
se HP, die aus 50% Wasser und 50% Aceton be- 
steht wird in die Saule 1 bei einer oberen Zone a1 
zugefuhrt. Die folgenden Fliessgeschwindigkeiten 
wurden in der ersten Saule verwendef 



Liter/StnnHf* 


Einsatzmaterial (F1) 


4,2 


schwerere (wassrige) Phase (HP) 


12,7 


leichtere Phase (LP) 


13 



Em Produktstrom SI. der Cyclosporin A mit pola- 
reren Verunreinigungen enthaft, tritt aus der niedri- 
geren Zone in die wassrige Phase bei d1 aus we- 
niger polare Verunreinigungen werden in die leich- 
tere Phase P1 entfernt. die aus der Saule 1 bei der 
oberen Zone d austritt. Fig. 2 zeigt ein Chromato- 
gramm des Stroms SI an dieser Stufe; Cyclosporin 
A wird durch den Peak bei 26.248 dargestellt 

Produktstrom S1 dient als Einsatzmaterial F2 fur 
eine zwe.te Saule (2. Pilotmassstab) und wird in die 
baule 2 auf halbem Weg aufwarts der Saule 2 bei 
der zentralen Zone f2 zugefuhrt. Die zweite Saule 
ist auch mit einem mechanischen Schuttler verse- 
hen. Die leichtere Phase LP wird in Saule 2 bei ei- 
ner niedngeren Zone b2 zugefuhrt. und die schwe- 
rere (wassrige) Phase HP wird in der Saule 2 bei 
der oberen Zone a2 zugefuhrt. Polarere Verunreini- 
gungen werden in der schwereren Phase P2 die 
aus der Saule 2 bei der niedrigeren Zone d2 'aus- 
trm. entfernt. Cyclosporin A wird im Produktstrom 
t>2 mit der leichteren Phase von Saule 2 bei der 
oberen Zone c2 entfernt. Fig. 3 ist ein Chromato- 
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gramm des Stroms S2-Gemisches an dieser Stufe; 
Cyclosporin A wird durch den Peak bei 26,598 dar- 
gestellt. 

Pfeilspitzen in Fig. 5 zeigen Richtungen von Pha- 
sen/Produkt/ Stromflussen im Hinblick auf die Sau- 5 
len an. 

Die folgenden Fliessgeschwindigkeiten werden in 
der zweiten Saule verwendet: 



Einsatzmaterial (F2) 31 
schwerere (wassrige) Phase (HP) 9,7 
leichtere Phase (LP) 17 7 



von etwa 34 m und einen inneren Durchmesser von 
etwa 70 cm und 160 Kompartimente haben muss. 

Eine Reinigungsanlage wird unter Verwendung 
dieser Parameter konstruiert. 

Eine Menge von 100 kg Cyclosporin A wird her- 
gestellt. Bei der Analyse des Cyclosporins unter 
Verwendung von HPLC betrugen die Verunreinigun- 
gen weniger ais 0,5 Flachen-%. 

Die vorliegende Erfindung schafft ein kontinuierli- 
ches Verfahren zum Reinigen eines Produkts bzw. 
von Produkten in grossem Massstab von Verunrei- 
nigungen, wobei das Produkt bzw. die Produkte 
und Verunreinigungen ahnliche physikalische Eigen- 
schaften miteinander haben. Grossere Reinheiten 
bei einer bestimmten Ausbeute oder grossere Aus- 
beute bei einer bestimmten Reinheit konnen unter 
Verwendung dieses Verlahrens erreicht werden als 
durch Verwendung chromatografischer Reinigung. 
Das Verfahren ist bei Betrieb okonomischer, da die 
Produktstrome nicht geleilt und/oder zuruckgefuhrt 
werden mussen, wie es im Allgemeinen bei der Ab- 
sorptionschromatografie erfordert wird. 

Das Gegenstromverfahren der Erfindung ist ubor- 
raschenderweise effizienter ais die Reinigung durch 
Chromatografie, und mehrfache Ruckfuhrschritte 
werden vermieden. Das erfindungsgemasse Vcrlah- 
ren erlaubt einfacher die Simulation und die Einstel- 
lung von Prozessparameter, urn eine erwunschte 
Reinheit zu erzielen, als bei der Verwendung der 
Chromatografie. Verbindungen von nah verwandter 
Stmktur werden uberraschenderweise leichter von- 
einander in kommerziellem Massstab getrennt, zum 
Beispiel Cyclosporin A von Cyclosporinen B und C. 

Patentanspruche 

1. Vedahren zum Reinigen oines Produkts im 
grossen Massstab aus einem Einsatzmaterial, das 
eine oder mehrere Verunreinigungen enthalt, die 
nah verwandte physikalische Eigenschafien mit 
dem Produkt aufweisen, wobei das Vedahren um- 
fasst; 

Zufuhren des Einsatzmaterials in eine Extraktions- 
saule unter Bedingungen, die fur das Trennen von 
mehr oder weniger polaren Verunreinigungen von 
dem Einsatzmaterial angepasst sind, wobei eine 
leichtere Phase gegen eine schwerere Phase 
fhesst, wodurch eine Ausbringung in einer Phase 
gebildet wird, die das mehr oder weniger polare 
Verunreinigungen enthaltende Produkt aufweist, so- 
dass die Ausbringung das Produkt in einer im W 
senthchen gereinigten Form aufweist und wobei die 
leichtere Phase Heptan und Aceton oder Heptan 
und Isopropanol, die schwerere Phase Wasser und 
Aceton oder Wasser und Isopropanol aufweist, und 
das Produkt ein Cyclosporin, ein Rapamycm oder 
ein Ascomycin ist. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die leich- 
tere Phase etwa 25 Gew.-% n-Heptan und etwa 
75 Gew.-% Aceton oder etwa 90 Gew.-% n-Heptan 
und etwa 10 Gew.-% Isopropanol aufweist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die 
schwerere Phase etwa 50 Gew.-% Wasser und 
etwa 50 Gew.-% Aceton oder etwa 68 Gew.-% 
Wasser und etwa 32 Gew.-% Isopropanol aufweist. 



Organische Losungsmittel werden von dem Ge- 
misch Cyclosporin AJ leichtere Phase destilliert, was 
nachfolgend mit Aceton gemischt wird, von dem 
Cyclosporin A kristaflisiert wird. Cyclosporin A mit 
einer Reinheit von > 98,5% wird erhalten, wie sie 
durch Hochleistungsflussigchromatografie bestimmt 
wurde. Fig. 4 zeigt ein Chromatogramm mit gorei- 
nigtem Cyclosporin A, das durch den Peak bei 
26,368 dargestellt ist. 

Der innere Durchmesser jeder in der Pilotanlage 
verwendeten Saule ist 6 cm. 

Komm erz ie ller Massstah 

unte_r_,VerwcndunQ einer 2- Saulen-Ano rdnung 

A. Fur den Betrieb im grossen kommerziellen 
Massstab unter Verwendung ahnlicher geometri- 
scher Parameter und hydrodynamischer Bedingun- 
gen wie die, die in der Pilotanlage verwendet wur- 
den, hat der Anmelder berechnet, dass 40 theoreti- 
sche Stufen benotigt werden; die erste Saule hat 
omen Totalnutzeffekt von 25% und 160 Komparti- 
mente. Die erste Saule hat eine Hone von etwa 
25 m und einen inneren Durchmesser von etwa 
30 cm. Fur die zweite Sauie hat der Anmelder be- 
rechnet, dass 30 theoretische Stufen und 120 Kom- 
partimente benotigt werden. Fur die zweite Saule 
wurde berechnet, dass sie eine Hone von etwa 
25 m und einen inneren Durchmesser von etwa 
80 cm aufweist. 

Eine Reinigungsanlage unter Verwendung vorste- 
hender Parameter wurde konstruiert. 

Eine Menge von 50 kg Cyclosporin A wird herge- 
stellt. Bei der Analyse des Cyclosporins unter Ver- 
wendung von HPLC betrugen die Verunreinigungen 
weniger als 0,5 Flachen-%. 

B. Unter Verwendung ahnlicher Geometrien und 
hydrodynamischer Bedingungen wie die, die in der 
Pilotextraktionssaule verwendet wurdeni berechnet 
der Anmelder, dass 44 theoretische Stufen bei ei- 
ner Effizienz von etwa 27% im ersten CCE-Schrirt 
benotigt werden. Fur die erste Saule wird berech- 
net, dass sie eine Hone von etwa 27 m, einen inne- 
ren Durchmesser von etwa 45 cm und 160 Kom- 
partimente hat. Fur die zweite Saule berechnet der 
Anmelder, dass 62 theoretische Stufen bei einer Ef- 
fizienz von etwa 38% benotigt werden. Fur die 
zweite Saule wird berechnet. dass sie eine Hohe 
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4. Verfahren zum Reinigen eines Produkts in 
grossem Massstab von einem Einsatzmaterial das 
eine oder mehrere Verunreinigungen enthalt die 
T m p 6 T^ d,e P h y sikafi ^he Eigenschaften mit 
dem Produkt aufweisen, wobei das Verfahren die 
Schntte umfasst: 

a) Zufuhren des Einsatzmalerials in eine erste Ex- 
trakt.onssaule unter Bedingungen, die zum Trennen 
von mehr oder weniger polaren Verunreinigungen 
von dem Einsatzmaterial angepasst sind. wobei 
eine le.chlere Phase gegen eine schwerere Phase 
fl.esst, wodurch eine erste Ausbringung in einer 
Phase gebildet wird, die das Produkt aufweist, das 
wen lg e r mehr oder weniger polare Verunreinigun- 
gen enthalt, und 

b) Zufuhren der ersten Ausbringung in eine zweite 
txtraktionssaule unter Bedingungen, die fur das 
Trennen von weniger bzw. mehr polaren Verunreini- 

^H 96n K VOf L- d6r ers,en Ausbringung angepasst 
s,nd wobe, die leichtere Phase gegen die schwere- 
re Phase fl.esst, wodurch in einer Phase eine zwei- 
£ * usbr,n 9 un 9 gebildet wird, sodass die zweite 
Ausbringung , das Produkt in einer im Wesentlichen 
gere.n.gten Form enthalt, wobei die leichtere Phase 
Heptan und Aceton oder Heptan und Isopropanol, 25 
die schwerere Phase Wasser und Aceton ode^ 
wasser und Isopropanol aufweist und das Produkt 
em Cyclosporin, ein Rapamycin oder ein Ascomycin 

ro P^« ah !! n of, A "spnich 4, wobei die leichte- 30 
rJZ o/ e A etv : a 25 Gew,o/„ n-Heptan und etwa 75 

,?nH ?f2 n ° der etwa 90 Gew " % n-Heptan 
und etwa 10 Gew.-% Isopropanol aufweist. 
6. Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, wobei die 

^»%n r V PhaS f 6tWa 50 Gew - % w ^er und 35 
etwa 50 Gew.-% Aceton oder etwa 68 Gew-% 
Wasser und etwa 32 Gew.-% Isopropanol aufweist. 

AnLJS I "!f h einem der vwhergehenden 
Anspruche, wobe. das Produkt Cyclosporin A, Cyc- 
losponn D oder ein Derivat davon. Cyclosporin G 

wWh!T D riVa ' daVOn> Ra P am Vcin, 40-O-(2-Hydro- 
xy)ethyl-Rapamycin, Ascomycin. 33-Epi-chloro-33- 
desoxyascomycin oder FK 506 ist 
- 8 ' Ge 9^ n s tromextr aktionssaule zur Anwendung in 
einem Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7 
n m '™f e " 1 ?0 bis 200 Kompartimenten und ei- 
nem Totainutzeffekt von 10 bis 30% 

9. Eine Menge von Cyclosporin A mit einem Ver- 
unreinigungsgehalt von weiniger als 0 5% der Fla- 
linuTl Verwendun 9 von HPLC, emalten durch 50 
em i Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7 
r«IL • Z " sammen set2ung, die als aktives Mittel 
kffSSZ 6S Anspruch 9 beansprucht 
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